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論文内容の要旨
【目的】 CDDPは婦人科癌化学療法の中心的抗癌剤であるが、臨床的はしばしばCDDP抵抗性獲得現象を
認める。このような化学療法に抵抗性を獲得した癌患者はCDDP以外の抗癌剤に対しても交差耐性を獲得
していることも少なくない。しかしこのような抗癌剤耐性化獲得機構や交差耐性化現象に関する詳細な分
子機序はほとんど解明されていないのが現状である。我々は、卵巣矯および子宮頭痛の化学療法における
共通した中心的な薬剤であるCDDPの獲得耐性の分子機構を解明することと、抗癌剤耐性化現象の克服法
を開発することを目指して、 CDnp高感受性の卵巣癌株および子宮頚痛株から、 CDDP耐性株の樹立を試
み、その耐性化機構を解析した。
【材料と方法】ヒト卵巣癌株MCASおよび子宮肩平上皮癌株MgJ80より、段階的抗婚剤暴露法によりCDD
P耐性株を樹立した。耐性株は全て限界稀釈法により単細胞由来とした。耐性化細胞株は、抗癌剤の50%増
殖抑制濃度の上昇と、抗癌剤誘発DNA断片化現象の抑制で確立した。各耐性株について8種類抗癌剤(Pa-
clitaxel，TH P )I1.¥1C， Vド16，CDDP，5・Fu，CPA，BLM)に対する感受性を測定した。また既知の抗癌剤耐性遺
伝子産物(MDR-l，MRP，LRP)の発現を免疫細胞化学法で半定量的に解析した。
【結果】(1)ヒト卵巣癌細胞株MCAS細胞からのCDDP耐性株の樹立:3回の段階的抗癌剤暴露法と限界稀
釈法により、最終的に単細胞由来の増殖能力を有したCDDP耐性株7株を樹立した。 7株共に1C50が親株
の約 5 倍を示した。同じh・法でM}<~180から耐性株 6 株を樹立した。 6 株共にIC50は親株の25倍以上を示し
た。卵巣癌と子宮扇平上皮癌細胞からの耐性株は20μg/mlのCDDP処理で'DNA断片化現象が認めなかった
のに対して、親株は4μg/mlのCDDP処理でDN/¥'こ明らかな崩壊が確認された。樹立された全ての細胞株
がCDDP耐性であることが確認された。交差耐性について、 MCASからの耐性株はCPAおよひか5-Fuに対し
ては明らかに交差耐性を認めたが、他の抗癌剤に対する耐性は軽度であった。一方ME180からのI!U-t性株は、
MCAS由来CDDP耐性株とは大きく異なり、検討した全ての抗癌剤に対して強い交差耐性を認めた。 (2)免
疫細胞化学の半定量法で、抗痛剤耐性遺伝子産物を調べた結果:MCAS親株はMDR・l，MRP，LRPのいず
れも発現していなかった。耐性株は余てにおいてMDR-l，LRPの強発現と:vIRP中等度発現を認めた。それ
に対して、 ME180親株はMDR-l.MRP，LRPの全てを巾等度発現していた。耐性株はMDR・l，MRPの発現
には親株と比較して著変を認めず、 LRPの発現に関しては各株により異なる発現量の変化を認めた。培養
形態では、卵巣癌と子宮扇平上皮癌細胞からの耐性株は親株とほとんど同じ細胞形態をポす細胞株と、明
らかに形態が異なる耐性株が存在した。
【結語】ヒト卵巣精細胞株およびヒト子宮扇平上皮癌から多数のCDDP耐性株の樹立に成功したの同じ}J
法で誘導されたCDDP耐性細胞でも、由来癌細胞の性質により抗癌剤交差耐性が大きく異なる。抗癌剤耐
一74-
性遺伝子産物と綱胞形態も変わる。これらの耐性細胞は今後に抗癌剤耐性化機構の解明に役立つと考えら
れた。
論文審査の結果の要旨
Cisplatin (づDDP)は婦人科癌化学療法の中心的抗癌剤であるが、臨床的にはしばしばCDDP耐性化現象
を認める。化学療法に抵抗性を獲得した癌患者ti，CDDP以外の抗痛剤に対しでも交差耐性を獲得してい
ることは少なくない。しかし抗癌剤耐性化撞得機構や交差耐性化現象に関する詳細な分子機序はほとんど
解明されておらず、その耐性克服法も確立されていないのが現状である。難治櫨の治療は、患者ひとりひ
とりの癌細胞を個別評制liし、それぞれ最適の抗出剤の投与量と組み合わせを確立することが望まれる。こ
の至適抗癌剤ω選月IJ基準の確立と抗癌剤耐性牝現象の克服にはまず抗癌剤の感受性や耐性化を決定付ける
分子機構を明らかにする必要があり、そのための研究材料となる安定した抗痛剤耐性癌細胞の樹立は傾め
て重安.であるO そこで著者は、まずC()))Pを中心とする抗癌剤耐性機購を解析する回的で、 CDDP高感受
性の卵巣癌及び子宮踊癌細胞からCDDP耐性株を樹立した。
CDDP高感受'附のヒト卵巣粘液性嚢胞腺癌株MCASおよびヒト子宮頚部肩平上皮癌株~lう180より、段階
希釈的抗癌剤長期暴露法により、 CDDP耐性株を樹立した。耐性株は全て限界稀釈法により明細胞由来と
した。抗栴邦j耐性化獲得は、抗謡?rIJのSO%増殖抑制濃度の 5倍以上の上舛と、抗癌剤誘発D.'¥JA断片化現象
の抑制で確立した。各Ifu・1性株について8種領の抗届剤[CDDP、5-FJ uorouracil (5-Fu)、4・hydropcroxyclo-
phosphamide (CP A)、Paclitaxel、Etoposide(VP16)、Therarubicin(THP)、MitomycinC(MMC)、
Bleomycin (BLM)]に対する感受性を測定した。また、既知の抗癌剤多剤耐'性関連分子[multidrugrcsistancc 
geneCMDR・1)、 multidrugresistance-assocIA.ted protein (MRJ>)、 lungresistancc-related protein 
(LHP)]の発現を免疫細胞化学的に半定量解析した。
最終的には:YICASより 7株、 ME180より 6株の、単細胞由来CDDP耐性株の樹立に成功した。 MCAS由
来耐性株7株は、 5・FuとCPAにのみ交斧耐性を示したが、 Paclitaxel、THP、MJvlC、VP16には感受件.が
維持されていた。ところが、 ME180山米CDnp耐性株6株は、検当した8種類の抗癌剤の全てに対して強
い抵抗性を示した。 MCAS親株はMDR・1、MRP、LHPをほとんど発現していないのに対して、 MCAS由
来CDDP耐性株の全てにおいて3種頼の抗癌剤多剤耐性関連分子の発現冗進を認めた。一五、 ME180親株
は3挿類の抗癌剤多剤耐性関連分子の中&/:支発現を示したが、 ME180由来CDDP耐性株においては、これ
らの抗癌剤多斉1]耐性関連分子の発現が親株より低下している耐性株、発現に差を認めない耐性株、観株よ
りも明らかな発現冗進を示した耐性株など、耐性株によりそれぞれ異なる発現様式を宰.し、一定傾向の発
現様式は認められなかった。
木研究は、同ーの癌細胞株から、複数の単細胞由来CDDP耐性株の樹立に成功した報告である。著者は、
木研究により、|司じh・法で誘導されたCDDP耐性細胞でも、 fi来極細胞の種類により抗癌剤交差耐性が大
きく異なることを実験的に証明した。さらに樹立したCDDP耐性細胞における既知の抗痛剤多剤耐性関連
分子の発現が、各耐性株の交莞耐性の種類と必ずしも相関しないことを実証した。これらの樹立耐性株は
婦人科領域だけでなく、各種癌化学療法の抗癌剤耐性現象を克服するための研究にも有用である。よって、
木研究は癌研究領域における新しい方法と知見を加えたものとして、著者は博士(医学)の学位を授与さ
れるに値するものと認められた。
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